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ELOZMENY

Az orokletes motoros €s szenzoros neuropatiadk vagy
Charcot-Marie-Tooth  (CMT) betegség ¢és  kapcsoldodd
neuropatidk egy heterogén csoportja a periférias idegrendszert
érintd orokletes betegségeknek, melynek becsiilt eldfordulasi
gyakorisdga 1 a 2500-hoz. CMT klinikailag egy lassan
progrediald tavolsag dependens neuropatia, mely distalisan
kezd6ds, proximalisan terjedd parézis és szenzoros deficit
jellemez, mely eldszor az alsd, majd a felsd végtagokban is
jelentkezhet. Motoros idegvezetési sebesség alapjan (NCVs)
két 16 tipust kiilonboztetink meg: 1-es vagy demyelinizacios
(CMT1) tipus (ebben az esetben o6roklodési modtol
fuggetleniil), melyet szimmetrikusan lassult NCV (altalaban <
38 m/s; normal > 45 m/s) és 2-es vagy axonalis tipus (CMT2)
(szinten 6roklédési modtol fiiggetleniil) melyet normal vagy
szubnormalis NCV ¢s csokkent izom Osszetett akcids potencial
(CMAP)jellemez.  Myelinopatidban  szenvedd  betegek
patologiai  vizsgalata szegmentdlis demyelinizaciét ¢s
remyelinizaciot mutat pl. “onion bulb” képzddéssel, addig az
axonopatias betegek idegei normal myelint de csékkent szamu

idegrostot mutat.

A Dbetgség mindkét fajtagja, CMT1 ¢és CMT2, is

Oorokolhetd mind autészomalis dominans, autoszoémalis



recessziv 1ll.X kromoszomahoz kotott modon, de gyakran
sporadikus moédon jelentkezik. A betegség spektruma egy
kontinuumon helyezkedik el, gyakran ugyanabban a csaladban
sulyos  Ujsziilottkorban  jelentkezd  fenotipustdl  enyhe
feln6ttkorban jelentkezd tiinetekig megtalalhatd a betegség
teljes spektruma. A tradiciondlis klinikai klasszifikacid a
Dejerine-Sottas neuropatiat s a kongenitalis
hypomyelinizaciés neuropatiat is magaban foglalja. Definicio
szerint a Dejerine-Sottas neuropatia diagnozisa megkivanja a
korai fejlodés késettségét, mely nagyon korai kialakulasra utal.
A kongenitalis hypomyelinizacios neuropatia definicioja atfed
a Dejerine-Sottas neuropatia klinikai  diagnozisaval, a
terminolégia velesziiletett tiinetekre utal; mégis a tinetek
felismeréséhez gyakran a korai fejlodés elmaradottsaga vezet
ebben a csoportban is. A Dejerine-Sottas neuropatia ¢s a
kongenitalis hypomyelinizacios neuropéatia
megkiilonboztetéséhez patologiaia diagnézis kell, az ,,onion
bulb”  1ézibk  Dejerine-Sottas  neuropatiaban  de-Ees

remyelinizacios epizodokat jeleznek.

Az elmult évtizedben oridsi mennyiségli informacid
keriilt felismerésre a periférias idegek funkciojaval és
diszfunkcidjaval kapcsolatban az orokletes neuropatidkat

okoz6é gének felismerésével, mely komplex klinikai



klasszifikacidhoz vezetett a szerepld gének és 16kuszok
alapjan. Mégis, bizonyos esetekben ugyanabban a génben 1évo
mutaciok mind demyelinizacidés, mind axondlis neuropatiat
okozhatnak, ugyanaz a mutdcié ugyanabban a csaladban
ktlonb6z6 sulyossagu korképhez vezethet, és az 6roklodési
minta ugyanazon gén viszonylatdban kulonbozhet attol
fuggben, hogy dominans negativ vagy funkcio vesztéssel jar-e
a mutacio. Ezért hamarosan a klasszifikacio revizidjara lesz
sziikség, a szovegben CMT1 és CMT2 a demyelinizacios és
axonalis CMT-re vonatkozik kiilén-kiilén, 6rokl6dési mintatol
fuggetleniil. Néhany ezen mutacidk/gének koziil az orokletes
neuropatidk jelentds frakcidjat okozzak, igy a molekularis
analizis jelentds szerepet jatszik preciz etiologiai diagnézis
felallitasaban, mig mas gének csak a betegek kis részében

szerepelnek etiologiai faktorként.

MODSZEREK
Betegek

CMT ¢és kapcsolédd neuropatidk  diagndzisaval
rendelkez6 betegek orvosi dokumentaciojat atnéztik a
diagnozis megerdsitése végett. Ezen a vizsgalatokat a Baylor
College of Medicine, Houston (Texas) etikai bizottsaga
jovahagyta.



Mutacio sziirés

A betegek beleegyezd nyilatkozata utan vért vettiink,
majd DNS-t izoldltunk QIAamp DNA Blood Mini Kit-tel
(Qiagen, CA) ¢és Puregene DNA isolation kit-tel (Gentra
Systems, MN). A kédold exonokat korilvevd primereket
terveztink a Primer3 program segitségével. A PCR
produktumokat SAP-pal ¢és exonukledazzal kezeltik
(Amersham). Ezek a produktumok kertiltek szekvendalasra dye-
primer metodikaval (Applied Biosystems) ¢s elektroforetikus
szeparalasra az ABI 377 automatizalt szekvenald géppel. A
kromatogramokat a  Sequencher software csomaggal
analizaltuk (ACGT Codes). A mutiacidé megerdsitésére
restrikcids endonukleaz hasitasi hely vesztés vagy 1étrehozas
szolgalt, amelyeket NEB Cutter-rel kerestiink és a megfeleld
enzim ¢s puffer kombinaciojaval emésztettik, majd

elektroforézissel szeparaltunk.

Szekvencia analizdlds

A mutaciok szamozasara egy széles korben elfogadott
kritériumok alapjan tortént (den Dunnen and Antonarakis,
2000). A DNS mutacidk szamozasa a c¢DNS szekvencia
alapjan tortént, melyet “c”-vel jeloltink a szam el6tt és +1 az
ATG transzlaci6 iniciacids kodon A nukleotidjanak felel meg a

referencia szekvencidban. A nucleotide valtozasokat NNSplice



programmal analizaltuk hogy splicing junkcidk valtozasanak
valbszinliségét megallapitsuk. A missense mutaciok klinikai
relevanciajanak becslésére a Granthams’ skalat hasznaltuk.
Tovabba az adott amindsav fontossagat a fajok kozti
konzervacié mértékévl becstltik, a régiokat BLASTP-nel
analizaltuk ¢és tobbszorgs Osszehasonlitast végeztink a

Clustatx és NJPlot programokkal.

In vitro mutagenezis

Az expresszios vektorokat a pcDNA3.1(+) vector
(Invitrogen) felhasznalasaval hoztuk 1étre. A vad-tipusu EGR2
kédolé  szekvenciat az EST 362693  fragmentumrol
amplifikaltuk (GenBank szam aa018140) a kovetkezd
pimerekkel: BamHIF  (5[prime]-CGCGGATCCCCACCA
TGGTGACCGCCAAGGCCGTAGAC-3[prime]) ¢és XbalR
(5[prime]-GCTCTAGATCAAGGTGTCCGGGTCCGAG-
3[prime]). A vad-tipusi PCR fragmentumot a BamHI és Xbal
restrikcids  enzimekkel emésztettik €s a pcDNA3.1(+)
vektorba klonoztuk. A vad-tipusi  vektort hasznalva
templatként a mutans konstrukcidkat (I1268N, S382R, R409W,
R359W ¢és E412K) a QuikChange site-directed mutagenesis
kit-tel (Stratagene) hoztuk I1étre. A DNS szekvenciakat
fluorescens automatizalt szekvenalassal ellenériztik. A

luciferaz konstrukeiod tartalmazta a két EGR2 konszenzus kotod



helyet és a transzfekcié kontrollja a CMV-promoteres lacZ

reporter volt.

Sejt kultura kondiciok és tranziens transzfekcio esszé

HeLa sejteket 10 % FBS-szel szuplementalt DMEM-
ben propagaltuk. A sejteket12-rekeszii edénybe iltettiik
(Corning, Boston, MA) 3.5 x 10* sejt/ml koncentraciéban és 1
napig inkubaltuk a transzfekcié eldtt. A transzfekcidt 250 ng
luciferaz reporter, 50 ng CMV-promoteres lacZ reporter és a
megfeleld mennyiségli expresszios plazmiddal végeztik.
Bluescript plazmidot (Stratagene) adtunk hozza hogy az 6ssz
DNS transzfekcionként 2 pg legyen. A sejteket 48 ora
inkubacié utan begyljtottik és a luciferdz esszét standard
protocol alapjan végeztik. Az atlagos luciferaz aktivitast a

[beta]-galactosidaz aktivitdsra normalizaltuk.

Pubmed kutatds a frekvenciak megdllapitdsdahoz

A kilonb6z6  génekben  szerepldé = mutacidk
frekvencidgjanak ~ meghatarozasahoz ~ PubMed  keresést
végeztiink a charcot és mutation (734 hits) szavakkal és az
absztraktokat elemezve 11 populacié alapu tanulmanyt

azonositottunk.

EREDMENYEK



1.

Evidencia-alapt iranyelvek felallitasahoz az irodalombol
10 kiillonboz6 etnikai hattérbol szarmazo populacio-alapu
tanulmanyt azonositottunk. Ezek a tanulmanyok 5
gént/genom  Ujrarendez6dést  vizsgaltak:  PMP22
duplikacié/delécid; MPZ, Cx32 és PMP22 pont mutaciok.
Azon génekre, amelyekre populacio-alapti adatok nem
allnak rendelkezésre, a sajat 153 egymast kovetd CMT
betegb6] allo kohortunkat hasznaltuk, akiket klinikailag
klaszifikaltunk a genetikai tesztek elérhetdsége elott
(prekommercialis id6szak). 14 gén/genom vjrarendezodést
vizsgaltunk (PMP22 dup/del, pont mutacidk Cx32, MPZ,
PMP22, EGR2, PRX, NEFL, SOXI10, SIMPLE, GDAPI,
LMNA, TDPI, MTMR2-ben) hogy a gének relativ
frekvenciajat  megbecsiiljik. A populacié  alapu
tanulmanyokban kapott frekvencidk az 5 génre/genom
ujrarendezddésre hasonloak voltak a mi kohortunkban is,
sugallva, hogy a tobbi génre vonatkozo becslések
megfeleloek. Azon gének frekvencigja, amelyeket a
populéacio-alapti tanulmanyokban nem vizsgaltak csak a
neuropatids betegek kis szazalékaban (<1%) okoznak
betegséget. Klinikai diagnosztikus laborokban a relaiiv
frekvenciak hasonloak voltak, megerfsitve a populacié-

alapu ¢s sajat vizsgalatainkat.



2. Az EGR2 génben taldlt mutacidk a Charcot-Marie-
Tooth betegség széles spektrumat okozzak. Mig az EGR2
mutacidk ritkak, stlyos 1égzéselégtelenségrd]l ¢s halalrol
beszamold esettanulmanyok aggasztoak az ilyen betegeket
kezeld orvosok szamara. 10 egymast kovetd beteget
azonositottunk EGR2 mutacioval majd tobb ¢év utan
kontrol vizsgalatokat végeztiink a betegség
progresszidjanak és 1égzési elégtelenség jelenlétének
megallapitasara, hogy a betegség természetes lefolyasat
karakterizaljuk. Az atlag kovetési idé 17.5+/-10 év volt. 3
beteg AD, 3 AR 6roklédésti csaladbdl szarmazott, és 4
beteg CMT betegségét de novo mutacié okozta. Légzési
clégtelenség  dokumentalt  restriktiv ~ tidObetegség
formajaban 3/7 (43 %) esetben volt jelen, egy esetben a
Iégzési elégtelenség 6 eves korra haladlhoz vezetett.
Agyidegi ¢rintettségre utald goctiineteket a betegek 60 %o-
aban talaltunk, a III, VII, IX és XII agyidegeket érintette.
A betegség progresszidja gyors, kozepes €s lassi volt a
ktlonb6z6 mutacioktdl fiiggden. In vitro funkcionalis
vizsgalatokat végeztunk, (transzkripcidés aktivitdas ¢és
nuklearis lokalizacids vizsgalatok) tranziens transzfekcids
kisérletekben  in  vitro  mutagenezissel  generalt
konstrukcidkat felhasznalva. Az in vitro adatokat

korrelaltuk a betegség sulyossagaval, a tinetek



jelentkezésének idépontjaval illetve a  progresszid
sebességével mérve. Nem talaltunk korrelaciét a mutacidk
¢s a betegség lefolyasa kozott, ezért nagyon nehéz
prognosztizalni ezeket a betegeket. Mégis a tanulmany
megerdsitette, hogy légzési elégtelenség ¢és agyideg
diszfunkcidé gyakori EFGR2 mutacidkkal és segithet a

molekularis diagnosztika sorrendjének meghatarozasaban.

3. A kohortunk szlirése soran U SIMPLE mutaciokat
azonositottunk,  valamint  feltehetden  patogenikus
szekvencia valtozatokat ¢és ritka polimorfizmusokat
talaltunk. SIMPLE mutacidk mind demyelinizaciés, mind
axonalis neuropatiat okozhatnak. Bioinformatikai analizis
arra utal, hogy SIMPLE interakcidéba 1éphet NED4-gyel
vagy mas WW domain tartalmi proteinnel, és clathrin

adaptorként vagy E3 ubiquitin ligazként funkcionalhat.

4. Egy ) MPZ mutacioval rendelkezd beteg kapcsan
megmutattuk, hogy a periférids beidegzés diszfunkcidja
megvaltoztathatja az izom differencialodasat, ¢s hogy nem
specifikus  izombiopszids kép és  ultrastrukturalis
elvaltozasok neuropatiaval dsszeegyeztethetdek, ¢s hogy a
nem-myelinizalt axonok altal okozott A és Z savok

felrostozédasa megeldzheti a denervacid klasszikus képét.
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